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(57) Abstract: A cell culture chamber 
(20) for a closed cell culture system 
serving to continuously supply different 
cells with liquid nutrient media, growth 
factors, gases or the like essentially 
consists of a membrane plate (1) with 
a membrane (2) for accommodating at 
least one cell culture and with a number 
of channels (4, 4', 4", 4'") for supplying 
liquid, gassing and connecting sensors, 
of a transparent glass pane (3), which is 
placed on one side of the membrane plate 
(1) while provided for observing the inside 
of the cell culture chamber (20) from this 
side, and consists of a connecting plate 
(5), which is placed on the opposite side 
of the membrane plate (1) and which is 
provided with an incorporated, transparent 
glass pane (6) for illuminating the inside 
of the cell culture chamber (20) from this 
opposite side with the aid of an assigned 
lighting system. - 



O 



(57) Zusammenfassung: Eine Zellkulturkammer (20) fur ein geschlossenes Zellkultursystem zur kontinuierlichen Versorgung un- 
terschiedlicher Zellen mit flussigen Nahrmedien, Wachstumsfaktoren, Gasen oder dergleichen besteht im wesentlichen aus einer 
Membranplatte (1) mit einer Membran (2) zur Aufnahme wenigstens einer Zellkultur und einer Anzahl von Kanalen (4, 4', 4", 4'") 
fur Flussigkeitszufuhr, Begasung und Sensorikanschluss, einer auf der einen Seite der Membranplatte (1) angeordneten, lichtdurch- 
lassigen Glasscheibe (3) fur eine Beobachtung des Inneren der Zellkulturkammer (20) von der genannten einen Seite aus und aus 
einer auf der anderen, gegenuberliegenden Seite der Membranplatte (1) angeordneten Anschlussplatte (5) mit eingebauter, licht- 
durchlassiger Glasscheibe (6) fur eine Beleuchtung des Inneren der Zellkulturkammer (20) von der genannten anderen Seite aus mit 
Hilfe eines zugeordneten Beleuchtungssystems. 
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side with the aid of an assigned lighting system. 



(57) Abstract: A cell culture chamber 
(20) for a closed cell culture system 
serving to continuously supply different 
cells with liquid nutrient media, growth 
factors, gases or the like essentially 
consists of a membrane plate (1) with 
a membrane (2) for accommodating 
at least one cell culture and with a 
number of channels (4, 4', 4", 4'") 
for supplying liquid, gassing and 
connecting sensors, of a transparent 
glass pane (3), which is placed on one 
side of the membrane plate (1) while 
provided for observing the inside of 
the cell culture chamber (20) from 
this side, and consists of a connecting 
plate (5), which is placed on the 
opposite side of the membrane plate 
(1) and which is provided with an 
incorporated, transparent glass pane (6) 
for illuminating the inside of the cell 
culture chamber (20) from this opposite 



^ (57) Zusammenfassung: Eine Zellkulturkammer (20) fur ein geschlossenes Zellkultursystem zur kontinuierlichen Versorgung un- 
^ terschiedlicher Zellen mit flussigen Nahrmedien, Wachstumsfaktoren, Gasen oder dergleichen besteht im wesentlichen aus einer 
O Membranplatte (1) mit einer Membran (2) zur Aufhahme wenigstens einer Zellkultur und einer Anzahl von Kanalen (4, 4\ 4", 
^ 4' 1 ') fur Flussigkeitszufuhr, Begasung und Sensorikanschluss, einer auf der einen Seite der Membranplatte (1) angeordneten, licht- 

durchlassigen Glasscheibe (3) fiir eine Beobachtung des Inneren der Zellkulturkammer (20) von der genannten einen Seite aus und 
Q aus einer auf der anderen, gegenuberliegenden Seite der Membranplatte (1) angeordneten Anschlussplatte (5) mit eingebauter, licht- 
£^ durchlassiger Glasscheibe (6) fur eine Beleuchtung des Inneren der Zellkulturkammer (20) von der genannten anderen Seite aus mit 

Hilfe eines zugeordneten Beleuchtungssy stems. 



WO 2004/033617 




PCT/EP2002/010359 



PAN-Biotech GmbH, Gewerbepark 13, D-94501 Aidenbach 

Zellkulturkammer fur ein Zellkultur system 

Die Erfindung betrifft eine Zellkulturkammer far ein geschlos- 
senes Zellkultursystem zur kontinuierlichen Versorgung ver- 
schiedenster Zellen mit flussigen Nahrmedien, Wachstumsf akto- 
ren, Gasen unci dergleichen. 

Unter Zellkultur versteht man im wesentlichen eine Kultur, die 
von einzelnen Zellen angesetzt wird, die entweder von Gewebe- 
teilen, von primaren Kulturen, von Zell-Linien oder Zell- 
Stammen' durch enzymatische, mechanische oder chemische Zertei- 
lung herrtihren. Zur Kultivierung der Zellen werden ublicherwei- 
se Kulturgef alie aus Plastik verwendet, die in C0 2 -Brutschranken 
inkubiert werden. Diese garantieren eine konstante Temperatur 
(z.B. 37°C) und eine Pufferung des Mediums durch eine 5 %- bis 
10 %-ige ca 2 -Begasung. Die Sauerstoff versorgung erfolgt durch 
einfache Diffusion. Bei den bekannten Einrichtungen sind Co- 
Kultivierung und.frei veranderliche Inkubationsbedingungen in 
der Regel nicht moglich. 

Zur mikroskopischen Beobachtung oder zu speziellen Untersuchun- 
gen mussen die Kulturgef afie aus dem jeweiligen Brutschrank ent- 
nommen werden, wobei die Inkubation unterbrochen wird, die Zel- 
len sich abkuhlen und somit die Versuchsbedingungen nicht mehr 
konstant sind- 

Die bisher bekannten Zellkultureinrichtungen oder Zellkultursy- 
steme werden jedoch den Anf orderungen der modernen Zellkultur- 
- technologie nicht mehr gerecht. 

Insbesondere im Hinblick auf aktuelle Forschungsschwerpunkte in 
der Pharmaindustrie, die in den Bereichen Entzundung (Rheuma) , 
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Krebsbekampf ung, Herz/Kreislauf -Erkrankungen, Aids, Apoptose 
(programmierter Zelltod) und Blutgerinnung liegen, ist die Ent- 
wicklung und Erprobung entsprechender neuer Wirkstoffe und Me- 
dikamente mit Hilfe eines Zellkultursystems unabdingbar, das in 
der Weise konzipiert sein soil, daft die Substanz- und Wirkungs- 
testung unter nahezu in-vivo-Bedingungen, d.h., mit nahezu per- 
fekter Abbildung komplexer biologischer Systeme, vor Obertritt 
in die klinischen Phasen (Testung an Probanten) ermoglicht 
wird. 

Mit Riicksicht auf die geschilderte Situation besteht die Forde- 
rung nach einer Moglichkeit der Simulation von Reaktionsablau- 
fen innerhalb eines oder mehrerer Organsysteme (z.B. durch Se- 
rienschaltung von Zellkulturkammern mit Hepatozyten und anderen 
Zellarten, Untersuchung auf Abbauprodukte und Metabolite) , da- 
mit zum einen die Zeitr^ume zwischen Substanzwirkungserkennung 
und Arzneimittelzulassung erheblich minimiert werden und zum 
anderen vor dem Eintritt in die klinische Testphase die notwen- 
digen Erkenntnisse uber den Wirkungsmechanismus der Substanz 
innerhalb eines komplexen biologischen Systems erlangt werden 
konnen. 

Eine ahniiche Situation liegt beispielsweise auch im Bereich 
der Kosmetikindustrie vor, 

Im Stand der Technik sind beispielsweise multivalente Zellkul- 
tursysteme (vgl. z.B, DE 199 15 178 Al) , problemadaptierte 
Zellkultursysteme ftir spezifische Auf gabenstellungen (vgl. z.B. 
WO 98/17822) Oder Verfahren zur Replikation von Zellkulturen 
bekannt (vgl. z.B. WO 97/37001). 

Ferner ist beispielsweise aus der WO 99/23206 ein Verfahren zum 
Mischen einer varizella-inf izierten Zellkultur in Rollflaschen 
bekannt . 
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SchlieJilich ist aus der EP 0 999 266 Al ein Verfahren und eine 
Vorrichtung zur Aufnahme einer Zellkultur bekannt, wodurch mog- 
lichst homogene Bedingungen fur die molekularbiologische oder 
gentechnische Untersuchung von Zellen geschaffen werden sollen. 

Mit Riicksicht auf die eingangs geschilderte Situation auf dem 
Gebiet der modernen Zellkulturtechnologie liegt der vorliegen- 
den Erfindung nunmehr die Aufgabe zugrunde, eine neue, zur Auf- 
nahme wenigstens einer Zellkultur dienende Zellkulturkammer fur 
ein geschlossenes Zellkultursystem zu schaffen, wobei eine kon- 
tinuierliche Versorgung insbesondere verschiedener Zellen mit 
flussigem .Nahrmedium, Wachstumsf aktoren, Gasen und dergleichen 
in der Zellkulturkammer gewMhrleistet ist, ohne dali die Zellen 
ihrer gewohnten Umgebung entnommen werden miissen, und wobei 
ferner eine permanente mikroskopische Beobachtung der Zellkul- 
turen ohne Unterbrechung der Begasung ermoglicht ist. 

Diese Aufgabe wird bei einer Zellkulturkammer fur ein geschlos- 
senes Zellkultursystem zur kontinuierlichen Versorgung unter- 
schiedlicher Zellen mit flussigen Nahrmedien, Wachstumsf akto- 
ren, Gasen und dergleichen erf indungsgemafi dadurch gelost, daft 
die Zellkulturkammer im wesentlichen aus den folgenden Kompo- 
nenten aufgebaut ist: 

a) eine Membranplatte mit einer Membran zur Aufnahme wenig- 
stens einer Zellkultur und mit einer Anzahl von Kanalen 
fur Flussigkeitszufuhr, Begasung und SensorikanschlufJ; 

b) eine auf der einen Seite der Membranplatte angeordnete 
lichtdurchlassige Glasscheibe fur eine Beobachtung des In- 
neren der Zellkulturkammer von der genannten einen Seite 
aus; und . - 

c) eine auf der anderen, gegentiberliegenden Seite der Mem- 
branplatte angeordnete AbschluJiplatte mit eingebauter, 
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lichtdurchlassiger Glasscheibe fur eine Beleuchtung des 
Inneren der Zellkulturkammer von der genannten anderen 
Seite aus mit Hilfe eines zugeordneten Beleuchtungssy- 
stems . 



Vorzugsweise ist hierbei die lichtdurchlassige Glasscheibe an 
der Membranplatte fur die Beobachtung des Inneren der Zellkul- 
turkammer im Bereich der Unterseite der Membranplatte befe- 
stigt. 

Ferner bildet in bevorzugter Weise die AbschluJiplatte einen 
Zellkulturkammerdeckel mit einer fest integrierten, lichtdurch- 
lassigen Glasscheibe, wobei der Zellkulturkammerdeckel an der 
Oberseite der Membranplatte losbar angebracht ist. 

Gemali weiterer Ausgestaltung der Erfindung ist vorgesehen, dali 
sowohl der Zellkulturkammerdeckel als auch die Unterseite der 
Membranplatte eine Ausnehmung zur Aufnahme und Befestigung der 
entsprechenden Glasscheibe aufweisen, insbesondere zur nicht- 
losbaren Befestigung. 

Vorzugsweise ist die jeweilige lichtdurchlassige Glasscheibe 
durch eine Saphirglasscheibe gebildet. 

Daruberhinaus kann gemaJi weiterer Ausgestaltung der Erfindung 
noch vorgesehen sein, dali zur Fixierung der Membran an der Mem- 
branplatte ein Haltering vorhanden ist, der mit Hilfe des Zell- 
kulturkammerdeckels auf den Randbereich der Membran prefibar 
ist, wodurch die letztere fixierbar ist. 

Eine weitere Ausgestaltung der Erfindung besteht darin, dali 
vorzugsweise auf der der Membranplatte zugewendeten Seite das 
Zellkulturkammerdeckels ein Dichtring vorgesehen ist, durch den 
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im geschlossenen Zustand der Zellkulturkammer die auf der Mem- 
bran ausgesate Zellkultur aspetisch verschlossen wird. 

Eine andere, bevorzugte Weiterbildung der Erfindung besteht 
darin, dafi durch eine geeignete Kompartimentierung der Zellkul- 
turkammer eine konstante, kontinuierliche Begasung durch die 
entsprechend zugeordneten Kanale hindurch mit frei wahlbaren 
Konzentrationen unterschiedlichster Gase ermoglicht ist. Dies 
hat insbesondere den Vorteil, daJ5 eine Beobachtung der Zellkul- 
tur im Inneren der Zellkulturkammer ohne Unterbrechung der Be- 
gasung erfolgen kann. 

Daruberhinaus besteht ,: auch die Moglichkeit, dafi die Membran- 
platte auf 'ihrer dem Zellkulturkammerdeckel gegenuberliegenden 
Seite an einer zugeordneten Halteplatte zum Einbringen in das 
Zellkultursystem anbringbar ist, wobei diese Halteplatte eine 
integrierte Heizung fur die Zellkulturkammer aufweist. Vorzugs- 
weise ist diese Heizung eine elektrische Heizung. 

Falls eine direkte Co-Kultivierung durchgefuhrt werden soli, 
kann mit besonderem Vorteil eine gasdurchlassige Biofolie als 
Membran verwendet werden, wie weiter unten noch naher erlautert 
wird. 

Die Erfindung wird nunmehr nachfolgend anhand von Ausfiihrungs- 
beispielen naher erlautert, wobei zeigen: 

Figur 1 schematisch eine Draufsicht auf eine Zellkulturkammer; 

Figur 2 eine Schnittansicht der Zellkulturkammer gemSli der Li- 
nie A-A nach Figur 1; 

Figur 3 die Schnittansicht der Zellkulturkammer gemafi Figur 2 
in auseinandergezogener Darstellung; 
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Figur 3A schematisch eine Seitenansicht einer Membranplatte der 
Zellkulturkammer ; und 

Figur 4 eine schematische Ansicht eines kompletten, geschlosse- 
nen Zellkultursystems , bei dem eine vorgegebene Anzahl von 
Zellkulturkammern zum Einsatz gelangt. 

Gemafi Figuren 12, 3 und 3A besteht eine Zellkulturkammer 20 im 
wesent lichen aus einer Membranplatte 1, in die eine Membran 2, 
insbesondere eine gasdurchlassige Biofolie eingebracht, ist, 
die zur Aufnahme wenigstens einer Zellkultur dient. Im gezeig- 
ten Ausfuhrungsbeispiel ist die Membran 2 im unteren Bereich 
der Membranplatte 1 angeordnet, insbesondere fest eingespannt. 

Die Membranplatte 1 weist ferner eine Anzahl von Kanalen 4, 4 1 , 
4" und'4 111 auf, die im Inneren der Zellkulturkammer 20 verlau- 
fen- und von denen der Kanal 4 zum Sensorikanschlufi, der Kanal 
4 1 zur Fliissigkeits- oder Gaszufuhr, der Kanal 4" zur Flussig- 
keitszufuhr und der Kanal 4 flf zur Flussigkeits- oder Gas- 
Ableitung dienen, wie dies weiter unten anhand der Figur 3A 
noch naher erlautert wird. Die Zellkultur kann somit sowohl von 
oben als auch von unten gleichermaJien versorgt werden. Durch 
das spezielle System von Kanalen in der Membranplatte 1 ist 
insbesondere gewahrleistet , daJJ die erf orderlichen Inkubations- 
bedingungen realisiert werden konnen. 

Im Bereich der Unterseite der Membranplatte 1 ist eine licht- 
durchlassige Glasscheibe 3 fur eine Beobachtung des Inneren der 
Zellkulturkammer 20 angeordnet. Eine derartige Beobachtung er- 
folgt vorzugsweise von der Unterseite der Membranplatte 1 aus 
mit Hilfe einer Videokamera mit Mikroskopauf sat z, wie dies noch 
weiter unten erlautert wird. 

An der Oberseite der Membranplatte 1 ist ein Zellkulturkammer- 
deckel 5 angeordnet, der eine obere Abschluliplatte bildet und 
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in den eine lichtdurchlassige Glasscheibe 6 fur eine Beleuch- 
tung des Inneren der Zellkulturkammer 20 eingebaut ist. Der 
Zellkulturkammerdeckel 5 ist insbesondere an der Oberseite der 
Membranplatte 1 fest angebracht und vorzugsweise mit Hilfe von 
Schrauben 9 mit der Membranplatte 1 in losbarer Weise ver- 
schraubt . 

Sowohl der Zellkulturkammerdeckel 5 a.ls auch die Unterseite der 
Membranplatte 1 sind mit einer entsprechenden Ausnehmung verse- 
hen,, urn die entsprechende Glasscheibe 6 bzw. 3 aufnehmen und 
befestigen zu konnen. 

Bei dem Zellkulturkammerdeckel 5 deckt somit die Glasscheibe 6 
eine vorzugsweise runde Offnung 13 ab. 

In entsprechender Weise bildet bei der Membranplatte 1 die 
Glasscheibe 3 einen unteren AbschluJi unterhalb der Membran 2. 

In bevorzugter Weise sind die lichtdurchlassigen Glasscheiben 3 
und 6 jeweils Saphirglasscheiben. 

Zur Fixierung der Membran 2 an der Membranplatte 1 ist ein Hal- 
tering 7 vorgesehen, der mit Hilfe des Zellkulturkammerdeckels 
5 auf den Randbereich der Membran 2 gepreiit werden kann, urn so- 
mit die letztere in der Zellkulturkammer 20 zu fixieren. 

Daruberhinaus ist auf der der Membranplatte 1 zugewendeten Sei- 
te des Zellkulturkammerdeckels 5 ein Dichtring 8 angeordnet. 
Mit Hilfe dieses Dichtringes 8 wird im geschlossenen Zustand 
der Zellkulturkammer 20 (vgl. Figur 2) die auf der Membran 2 
ausgesate Zellkultur aseptisch verschlossen . 

Figur 3A zeigt schematisch eine Seitenansicht der Membranplatte 
1 mit dort vorgesehenen Mundungen des. Kanals 4 fttr Sensorikan- 
schluii, des Kanals 4 ! fur Flussigkeits- oder Gaszufuhr, des Ka- 
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nals 4" fur Fliissigkeitszuf uhr und des Kanals 4 1,1 fur Fliissig- 
keits- oder Gas-Ableitung. 

Die Mundungen der Kanale 4, 4 1 , 4 11 und 4 ,,T , wie sie in Figur 
3A fur eine Seite S der Membranplatte 1 gezeigt sind, sind auf 
alien drei weiteren Seiten der Membranplatte 1 in identischer 
Weise vorgesehen. 

Aus Figur 3A ist auch die Plazierung der gasdurchlassigen Mem- 
bran 2 im Inneren der Membranplatte 1 zu ersehen, wobei die 
Plazierung der Membran 2 so gewahlt ist, daJi sich eine defi- 
nierte Kompartimentierung der Zellkulturkammer 20 ergibt, wo- 
durch sich eine direkte Co-Kultivierung zweier Zellkulturen er- 
moglichen lafit. Bei einer derartigen direkten Co-Kultivierung 
wird zu beiden Seiten der Membran 2 je eine Zellkultur unter- 
schiedlicher Art arigesiedelt , wobei insbesondere die auf der 
einen Seite der Membran 2, d.h. auf der apikalen Seite wachsen- 
den Zellen der ersten Zellkultur durch einen ersten Medienfluii 
in den Kanal 4 1 versorgt werden, wohingegen die auf der anderen 
Seite der Membran 2, d.h. der basolateralen Seite wachsenden 
Zellen der zweiten Zellkultur mit einem gegeniiber dem ersten 
MedienfluB unterschiedlichen, zweiten Medienfluli durch den Ka- 
nal 4" versorgt werden. Somit f unktionieren die Zellen auf der 
apikalen Seite als Deckschicht, wahrend die Zellen auf der 
basolateralen Seite als Innenzellen f unktionieren . 

Der zur apikalen Seite fuhrende Kanal 4 T kann aber auch zur Be- 
gasung dienen, insbesondere zu einer konstanten, kontinuierli- 
chen Begasung mit frei wahlbaren Konzentrationen unterschied- 
lichster Gase. 

Der Kanal 4 dient, wie bereits erwahnt, ftir den Sensorikan- 
schluft. 
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Der Kanal 4 1 1 1 client schlieftlich fur die Ableitung von Flussig- 

keiten oder Gasen von der apikalen Seite der Membran 2. 

Die Komponenten der Zellkulturkammer 20 sind insbesondere aus 
einem geeigneten Edelstahl gefertigt, beispielsweise aus Edel- 
stahl 1,4435. 

Nach Bestiickung der Membranplatte 1 im Reinraum wird der Zell- 
kulturkammerdeckel 5 aufgebracht und mit Hilfe der Schrauben 9 
mit der Membranplatte 1 verschraubt, wobei es sich hierbei urn 
kurze Schrauben 9 handelt, welche den Zellkulturkammerdeckel 5 
an der Membranplatte 1 fixieren. Hierbei .wird gleichzeitig mit 
Hilfe des Dichtrings 8 die tfellkultur, die von der Membranplat- 
te 1 beherbergt wird, aspetisch verschlossen. 

In. dies-em Zustand wird die Zellkulturkammer 20 mit einer Halte- 
platte 10 eines Zellkultursystems (vgl. Fig, 4) zusammengebaut . 

Insbesondere wird zu diesem Zweck die Membranplatte 1 an ihrer 
zu dem Zellkulturkammerdeckel 5 entgegengesetzten Seite an der 
Halteplatte 10 angebracht, die einen Auf nahmebolzen 11 fur eine 
Justierung aufweist. Zur Befestigung der Membranplatte 1 an der 
Halteplatte 10 sind relativ lange Schrauben 12 vorgesehen. Die 
Halteplatte 10 weist ferner eine integrierte Heizung, vorzugs- 
weise eine elektrische Heizung, ftir die Zellkulturkammer 20 
auf, wie weiter unten noch naher erlautert wird. 

Im gezeigten Ausf iihrungsbeispiel ist die Zellkulturkammer 20 im 
wesentlichen quaderformig ausgebildet und weist einen quadrati- 
schen Grundriii auf. Selbstverstandlich sind auch noch andere 
geometrische Ausfiihrungen denkbar. 



Im anhand .der Fig. 1 - 3A erlauterten Ausf uhrungsbeispiel sind 
Mundungen der Kanale 4, 4 1 , 4" und 4 !ff auf alien vier Seiten S 
der Membranplatte 1 in gleicher Weise vorgesehen. Aber auch 
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hier waren noch andere Anordnungen fur diese Kanale, die im we- 
sentlichen zylindrisch sind, denkbar. Andere Kanalquerschnitte 
sind ebenfalls denkbar. 

Es ist noch zu erwahnen, dafi die Halteplatte 10 fur jede an 
dieser anzubringende Zellkulturkammer 20 eine mittlere, kreis- 
runde Offnung 14 aufweist, deren Durchmesser dem 5ffnungsbe- 
reich 13 des gegenuberliegenden Zellkulturkammerdeckels 5 ent- 
spricht. Diese mittlere Offnung 14 der Halteplatte 10 gewahr- 
leistet die Beobachtung des Inneren der Zellkulturkammer 20 von 
unten mit Hilfe einer Videokamera mit Mikroskopauf satz , wie 
dies anhand der Figur 4 noch erlautert wird. 

Figur 4 veranschaulicht die Anwendung der erf indungsgemaflen 
Zellkulturkammern 20 bei einem geschlossenen Zellkultursystem 
30. 

Bei diesem Zellkultursystem 30 sind beispielsweise sechs Zell- 
kulturkammern 20 als Gruppe A auf der Halteplatte 10 plaziert, 
die durch ihre integrierte Heizung E fur die Inkubierung wah- 
rend der Betriebszeit des Zellkultursystems 30 konstante Tempe- 
raturen innerhalb jeder der Zellkulturkammern 20 der Zellkul- 
turkammergruppierung A gewahrleistet . 

Insbesondere erfolgt mit Hilfe dieser Heizung E eine elektri- 
sche Beheizung der jeweiligen Zellkulturkammer 20, wodurch eine 
sehr genaue Temperaturregelung ermoglicht ist. Die Heizung E 
ist insbesondere in der Weise ausgelegt, dali jede einzelne 
Zellkulturkammer 20 der Zellkulturkammergruppierung A gleichsam 
individuell beheizt werden kann. 

Ein besonderer Vorteil des Zellkultursystems 30 liegt darin, 
daft die Heizung E uber eine zugeordnete Software steuerbar ist. 
Zu diesem Zweck ist oberhalb der Zellkulturkammergruppierung A 
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ein System aus Inf rarot-Temperaturmessern 25 installiert, in 
der Art, daU jeder einzelnen Zellkulturkammer 20 ein entspre- 
chender Inf rarot-Temperaturmesser 25 zugeordnet ist. Der jewei- 
lige Inf rarot-Temperaturmesser 25 fuhlt mit Hilfe eines von der 
jeweiligen Zellkulturkammer 20 ausgehenden Inf rarotstrahls 25 r 
die in der Zellkultur vorherrschende Temperatur ab und meldet 
das entsprechende Meflergebnis permanent an ein computergesteu- 
ertes Oberwachungs- und Steuerungssystem G, das im wesentlichen 
aus einer Datenverarbeitungsanlage 37 und einem Monitor 36 be- 
steht. Die einzelnen Inf rarot-Temperaturmesser 25 sind uber ei- 
ne gemeinsame Verbindungsleitung 45 an das Oberwachungs- und 
Steuerungssystem G angeschlossen . Wenn sich die anfangs vorge- 
gebenen Temperaturen in den Zellkulturkammern 20 der Zellkul- 
turkammergruppierung A andern, erfolgt automatisch uber das 
Oberwachungs- und Steuerungssystem G eine Steuerung bzw. Rege- 
lung der Heizung E, d.h., die in der einzelnen Zellkulturkammer 
20 herrschende Temperatur wird permanent auf eine konstante 
Temperatur eingeregelt. Anstatt mit Hilfe von Inf rarot- 
Temperaturmessern konnte die Temperaturmessung auch mittels an- 
derer geeigneter Temperatur-Sensoren erfolgen. 

Andererseits kann mit Hilfe der in dem Oberwachungs- und Steue- 
rungssystem G enthaltenen Software ermoglicht werden, dali die 
Temperaturen in den einzelnen Zellkulturkammern 20 der Zellkul- 
turkammergruppierung A wahrend der gesamten Vers-uchsdauer frei 
einstellbar und veranderbar sind, falls dies aus bestimmten 
Grunden erforderlich sein sollte. 

Zum Zwecke der permanenten mikroskopischen Beobachtung des In- 
neren der jeweiligen Zellkulturkammer 20 ist ein Videosystem B 
mit einem entsprechend zugeordneten Mikroskopsystem vorgesehen. 
Dieses Videosystem B wird im folgenden naher erlautert.' 

Unterhalb jeder einzelnen Zellkulturkammer 20 der Zellkultur- 
kammergruppierung A, die im vorliegenden Ausf uhrungsbeispiel 
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insgesamt sechs Zellkulturkammern aufweist, ist eine Videokame- 
ra 22 mit Mikroskopauf satz 22 1 auf eineru mechanisch einstellba- 
ren Fahrtisch 23 angeordnet, somit insgesamt sechs Videokameras 
22 mit zugehorigem Mikroskopauf satz 22'. Somit beobachtet je 
eine Videokamera 22 mit Mikroskopauf satz 22 1 je eine Zellkul- 
turkammer 20. Nach Versuchsstart und nachdem sich aussagekraf- 
tige Bereiche in der jeweiligen in der Zellkulturkammer 20 ent- 
haltenen Zellkultur abzeichnen, wird ein Beobachtungssektor in 
der Zellkulturkammer 20 festgelegt. Dieser Beobachtungssektor 
wird sodann durch den mechanisch einstellbaren Fahrtisch 23 
mittels (nicht dargestellter) Einstellschrauben angefahren, so- 
dann wird der Fahrtisch 23 arretiert und das Videosystem B 
bleibt inf olgedessen wahrend der gesamten Versuchsdauer in der 
gleichen Position, Ferner wird bei Versuchsstart die Scharfe 
der Einstellung am jeweiligen Mikroskopauf satz 22 1 einjustiert. 
Dieser Oustiervorgang am jeweiligen Mikroskopauf satz 22 1 er- 
folgt fur samtliche sechs Zellkultur kammern 2 0 und bleibt so- 
dann unverandert bis zum Versuchsende. 

Vorzugsweise wird auch das Videosystem B uber die im Uberwa- 
chungs- und Steuerungssystem G enthaltene Software gesteuert. 
Hierbei wird jede einzelne Videokamera 22 mit Mikroskopauf satz 
22' gesteuert. Dies erfolgt insbesondere in der Art, dali in 
frei wahlbaren Zeitintervallen (beispielsweise im Minutentakt) 
Bilder von der jeweiligen Zellkultur in der Zellkulturkammer 20 
aufgenommen werden, wobei zu dem jeweiligen Zeitpunkt einer 
solchen Aufnahme eine oberhalb der jeweiligen Zellkulturkammer 
20 angeordnete Lichtquelle 24 die entsprechende Zellkultur be- 
leuchtet, sodaB eine ausreichende Ausleuchtung des Inneren der 
Zellkulturkammer 20 fur die Videoauf nahmen gewahrleistet ist. 
Wenn die Videoauf nahme beendet ist, bringt die Steuerung die 
jeweilige Lichtquelle 24 in einen schwach dimmenden Standby- 
Zustand, bis die nachste Videoauf nahme gemacht wird. Der von 
einer jeden Lichtquelle 24 ausgehende Lichtstrahl bzw. Lichtke- 
gel, der durch die jeweilige Saphirglasscheibe 6 einer Zellkul- 
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turkammer 20 in das Innere dieser Zellkulturkammer 20 eintritt 
ist in Figur 4 mit 24 1 bezeichnet. 

Samtliche Lichtquellen 24 sind liber eine gemeinsame Verbin- 
dungsleitung 4 6 an das Oberwachungs- und Steuerungssystem G an 
geschlossen. 

Durch jeden einzelnen Lichtstrahl bzw. Lichtkegel 24 1 wird die 
jeweilige, in der Zellkulturkammer 20 enthaltene Zellkultur 
f lachendeckend ausgeleuchtet . 

Das Videosystem B ist ebenfalls iiber eine Leitung 47 an das 
Oberwachungs— und Steuerungssystem G angeschlossen, wobei von 
diesem aus die Leitung 4 7 zu einem Knotenpunkt 4 8 fuhrt, mit 
dem die einzelnen Videokameras 22 uber entsprechend zugeordnet 
Leitungen verbunden sind. 

Das wie oben erlauterte Videosystem B mit Mikroskopsystem 
stellt nur eine Ausf iihrungsmoglichkeit dar. Eine mogliche ande 
re Ausfuhrungsform eines solchen Systems zur permanenten Beob- 
achtung des Inneren der Zellkulturkammern besteht darin, dafi 
ein einziges Beobachtungssystem, bestehend aus* Videokamera und 
Mikroskopaufsatz, auf einem Fahrtisch installiert wird und daii 
dieser Fahrtisch die sechs Zellkulturkammern 20 der Zellkultur 
kammergruppierung A in frei wahlbaren Intervallen abfahrt. Die 
Justierung des Beobachtungssystems erfolgt fur die einzelne 
Zellkultur bei Versuchsstart, d.h., vorzugsweise dann nachdem 
sich aussagekraftige Bereiche in der jeweiligen Zellkultur ab- 
zeichnen, durch die entsprechende, i-m Oberwachungs- und Steue- 
rungssystem G enthaltene Software, d.h., durch das entsprechen- 
de Computerprogramm sind die sechs Anf ahrpositionen des Fahrti- 
sches,. auf. dem das Beobachtungssystem montiert ist, program- 
miert. Wegen der mechanischen Toleranzen des Fahrtisches mufi 
jedoch ein grofierer als der zu beobachtende Bereich innerhalb 
der einzelnen Zellkulturkammer aufgenommen werden. Innerhalb 
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dieses grolieren Bereiches wird nun mittels der Software der zu 
beobachtende Bereich definiert. Die Software ist in der Lage, 
Konturen zu speichern und wieder zu erkennen, d.h., beim erneu- 
ten Anfahren einer Zellkulturkammer wird die Kontur und Anord- 
nung der Zellen erkannt und ein anfanglich definierter Beobach- 
tungsbereich gespeichert . 

Dieses zuletzt erl&uterte . Beobachtungssystem ist in den Zeich- 
nungen im einzelnen nicht dargestellt, jedoch erfolgt die Aus- 
leuchtung des Inneren der Zellkulturkammern 20 ebenfalls mit 
Hilfe der Lichtquellen 24, wie bereits weiter oben im einzelnen 

erlautert . 

i 

Das in Figur 4 dargestellte Zellkultursystem 30 weist ferner 
noch ein Dosiersystem'C far Flussigkeiten (z.B. flussige Nahr- 
medien 'und dergleichen) auf, welches z.B. vier Fliissigkeitsvor- 
ratsbehalter 31 mit einer jeweils zugeordneten Flussigkeitsent- 
nahmeleitung 31 1 aufweist, wobei sodann die vier Flussigkeits- 
entnahmeleitungen 31 1 zu einem Leitungsbundel 32 zusammengef afit 
sind. Dieses Leitungsbundel 32 ist andererseits mit einem Pum- 
pensystem 29 verbunden, durch welches die verschiedenen Zell- 
kulturkammern 20 der Zellkulturkammergruppierung A mit frei 
wahlbaren Flussigkeiten, die in den Flussigkeitsvorratsbehal- 
tern 31 enthalten sind, versorgt werden. 

Das Pumpensystem 2 9 ist uber eine Leitung 33 an ein Multiven- 
tilmodul 30 1 angeschlossen. Die Zufuhrung der Flussigkeiten zu 
der Zellkulturkammergruppierung A erfolgt von dem Multiventil- 
modul 30 1 aus Qber sterile Schlauchsysteme 27 und 28, wobei 
diese Flussigkeiten von den einzelnen Zellkulturkammern 20 fle- 
xibel weitergeleitet werden. Sowohl die Flussigkeitszuf uhrung 
als auch die Fliissigkeitsab- bzw. weiterleitung erfolgt uber 
sterile Schlauchsysteme, die mit Standard- 

Schlauchverbinderelementen und Verteilern bei Versuchsstart in- 
stalliert werden, d.h. mit entsprechenden Kanalen in der Mem- 
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branplatte 1 einer jeweiligen Zellkulturkammer 20 verbunderr 
werden. Hierbei wird die Verbindung der Standard-Schlauchver- 
binderelemente (in den Zeichnungen im einzelnen nicht darge- 
stellt) mit den zugeordneten Kanalen der Membranplatte 1 so 
aufeinander abgestimmt , dafi die Sterilitat gewahrleistet ist. 

Aus Griinden der Flexibilitat konnen die Fliissigkeiten, die 
Stromungsrichtungen, die Verteilung der Fliissigkeiten und deren 
Durchf luflmengen w&hrend des Versuchs geandert bzw. gesteuert 
werden, wobei eine derartige Steuerung vorzugsweise durch das 
computergesteuerte Oberwachungs- und Steuerungssystem G er- 
folgt. Zu diesem Zweck sind das Pumpensystem 29 mittels einer 
Verbindungsleitung 38 und das Multiventilmodul 30 1 uber eine 
Verbindungsleitung 40 an das Oberwachungs- und Steuerungssystem 
G angeschlossen. 

Das. Dosiersystem C des Zellkultursystems 30 erlaubt es somit, 
der Zellkulturkammergruppierung A unterschiedlichste Flussig- 
keiten zuzuf iihren. 

Das Zellkultursystem 30 weist daruberhinaus ein Begasungssystem 
D fur unterschiedlichste Gase auf . Dieses Begasungssystem D 
dient also dazu, die verschiedenen Zellkulturkammern 20 der 
Zellkulturkammergruppierung A mit unterschiedlichen Gasen, z.B. 
Luft, O2, N 2 , CO2, zu begasen. Von dem Begasungssystem D aus er- 
folgt die Gaszufuhrung zu der Zellkulturkammergruppierung A 
mittels einer sterilen Schlauchleitung 26. Auch hierbei k6nnen 
die Gase von den verschiedenen Zellkulturkammern 20 unter Ver- 
wendung entsprechend zugeordneter Kanale 4 1 und 4 ,ff (vgl. Fi- 
gur 3A) flexibel weitergeleitet werden. 

Gaszufuhrung und Gasab- bzw. weiterleitung erfolgen insgesamt 
uber sterile Schlauche, die mittels Standard-Schlauchverbinder- 
elementen und Verteilern bei Versuchsstart installiert werden. 
Die Verbindungen der Schlauchverbinderelemente mit den entspre- 
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chend zugeordneten Kanalen 4' und 4 1,1 der Membranplatte 1 sind 
so aufeinander abgestiramt , daft die Sterilitat gewahrleistet 
ist . 

Auch bei dem Begasungssystem D konnen aus Flexibilitatsgriinden 
die Gase, die Stromungsrichtungen, die Gasverteilung sowie die 
Begasungskonzentration wahrend des Versuchs geandert bzw. ge- 
steuert werden. 2u diesein Zweck ist wiederum das Begasungssy- 
stem D iiber eine Verbindungsleitung 39 an das computergesteuer- 
te Uberwachungs- und Steuerungssystem G angeschlossen, das die 
entsprechende Software fur die Steuerung des Begasungssystems D 
enthalt . 

Schliefilich gehort zu dem Zellkultursystem 30 noch ein Monito- 
ring-System F, das vorgegebene Sensormodule 34 aufweist. Mit 
Hilfe dieses Monitoring Systems F konnen wahrend der gesamten 
Versuchsdauer die relevanten Parameter in der. jeweiligen Zell- 
kulturkammer 20 der Zellkulturkammergruppierung A mittels ent- 
sprechend zugeordneter Sensoren gemessen, insbesondere perma- 
nent gemessen werden, wobei es sich bei diesen Parametern z. B, 
urn pH-Wert, Glucose, Lactat, Sauerstoff, Elektropotentiale usw. 
handelt. Zu diesem Zweck steht das Monitoring-System F iiber ei- 
ne Leitung 41, iiber einen Knotenpunkt 42 und von dort aus iiber 
weitere Leitungen 43 und 44 und entsprechend zugeordnete Ab- 
zweigleitungen mit den einzelnen Zellkulturkammern 20 der Zell- 
kulturkammergruppierung A des Zellkultursystems 30 in Verbin- 
dung. 

Die von den (nicht gezeigten) Sensoren gemessenen Parameter 
werden von dem Monitoring-System F iiber eine Leitung 35 an das 
computergesteuerte Uberwachungs- und Steuerungssystem G zur 
entsprechenden Verarbeitung weitergeleitet". Wie bereits weiter 
oben anhand der Figuren 1 bis 3A erlautert, weist die Zellkul- 
turkammer 20 wenigstens einen Kanal 4 fur SensorikanschluB auf, 
wobei die entsprechenden Sensoren und der zugeordnete Kanal 4 
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der Membranplatte 1 so aufeinander abgestimmt sind, dafi die 
Sterilitat gewahrleistet ist. 

Insgesamt betrachtet, ist das mit den erf indungsgemaflen Zell- 
kulturkairunern 20 bestuckte, geschlossene Zellkultursystem 30 in 
der Lage, hochkomplexe biologische Vorgange in Echtzeit und un- 
ter nahezu in-vivo-Bedingungen, d.h. wie im lebenden Organis- 
mus, zu simulieren. 
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Patentanspraiche 



1. Zellkulturkammer (20) fur ein geschlossenes Zellkultursy- 
stem zur kontinuierlichen Versorgung unterschiedlicher 
Zellen mit flussigen Nahrmedien, Wachstumsf aktoren, Gasen 
und dergleichen, dadurch gekennzeichnet , daS die Zellkul- 
turkammer (20) im wesentlichen aus den folgenden Komponen- 
ten aufgebaut ist: 

a) eine Membranplatte (1) mit einer Menibran (2) zur Auf- 
nahme wenigstens einer Zellkultur und mit einer An- 
zahl von Kanalen (4, 4', 4", 4 ,lf ) fur Fliissigkeits- 
zufuhr, Begasung und SensorikanschluB; 

b) eine auf der einen Seite der Membranplatte (1) ange- 
ordnete, lichtdurchlassige Glasscheibe (3) fur eine 
Beobachtung des Inneren der Zellkulturkammer (20) von 
der genaimten einen Seite aus; und 

c) eine auf der anderen, gegenuberliegenden Seite der 
Membranplatte (1) angeordnete AbschluSplatte (5) mit 
eingebauter, lichtdurchlassiger Glasscheibe (6) fur 
eine Beleuchtung des Inneren der Zellkulturkammer 
(20) von der genannten anderen Seite aus mit Hilfe 
eines zugeordneten Beleuchtungssystems . 

2. Zellkulturkammer nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
da£ die lichtdurchlassige Glasscheibe (3) an der Membran- 

_ platte (1) fur die Beobachtung des Inneren der Zellkultur- 
kammer (20) im Bereich der Unterseite der Membranplatte 
(1) befestigt ist. 
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Zellkulturkammer nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Abschlufiplatte (5) einen Zellkulturkammerdeckel 
mit einer fest integrierten, lichtdurchlassigen Glasschei 
be (6) bildet, wobei der Zellkulturkammerdeckel an der 
Oberseite der Membranplatte (1) losbar angebracht ist. 

Zellkulturkammer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi sowohl der Zellkulturkammer- 
deckel (5) als auch die Unterseite der Membranplatte (1) 
eine Ausnehmung zur Aufnahme und Befestigung der entspre- 
chenden Glasscheibe (6 bzw. 3) aufweist. 

Zellkulturkammer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , dafi die Glasscheibe (6, 3) eine 
Saphierglasscheibe ist. 

Zellkulturkammer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi zur Fixierung der Membran (2) 
an der Membranplatte (1) ein Haltering (7) vorgesehen ist 
der mit Hilfe des Zellkulturkammerdeckels (5) auf den 
Randbereich der Membran (2) prefibar ist, wodurch diese 
letztere fixierbar ist. 

Zellkulturkammer nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi auf der der Membranplatte (1) 
zugewendeten Seite des Zellkulturkammerdeckels (5) ein 
Dichtring (8) vorgesehen ist, durch den im geschlossenen 
Zustand der Zellkulturkammer (2 0) die auf der Membran (2) 
ausgesate Zellkultur aseptisch verschlossen wird. 

Zellkulturkammer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet,. dafi durch eine geeignete Komparti- 
mentierung der Zellkulturkammer (20) eine konstante, kon- 
tinuierliche Begasung durch die entsprechend zugeordneten 
Kanale (4 1 , 4 ,, ») hindurch mit frei wahlbaren Konzentra- 
tionen unterschiedlichster Gase ermoglicht ist. 
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Zellkulturkammer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , da£ die Membranplatte (1) auf ih- 
rer dem Zellkulturkammerdeckel (5) gegenuberliegenden Sei- 
te an einer zugeordneten Halteplatte (10) zum Einbringen 
in das Zellkultursystem anbringbar ist, wobei diese Halte- 
platte (10) eine integrierte Heizung fur die Zellkultur- 
kammer (20) aufweist. 

Zellkulturkammer nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
daS die Heizung eine elektrische Heizung ist. 

Zellkulturkammer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Membran (2) eine gasdurch- 
lassige Biofolie ist- 
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